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Reagent for complex molecular tumour diagnosis comprises at least 2 different 

oligonucleotides or polynucleotides with defined complementarity to tumour 

marker genes . 

USE - The reagent is used in a method comprising: (a) incubating the reagent 
with nucleic acids (DNA, RNA or viral nucleic acids) from tumour material, 
where the reagent is immobilised on a solid phase and the nucleic acids are 
labelled, or vice versa, and (b) detecting and quantifying the labelled 
hybridisation product bound to the solid phase (all claimed). Dwg.0/0 
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) Mittel und seine Verwendung zur komplexen molekularen Tumordiagnostik 

) Die Erfindung betrifft ein Mittel und seine Verwendung zur 
komplexen molekularen Tumordiagnostik. Unter komplexer 
Tumordiagnostik warden die Fruherkennung, die Charakteri- 
sierung des Entwicklungsstadiums, die Prognose und die 
Therapieveriaufskontroile verstanden. 
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Beschreibung ne K unststoff wie Polystyrol oder Polycarbonat 

Die Erfindung betrifft ein Mittel und seine Verwen- eines MSrochS 0 ^ 1 **** festc Phase ^ Form 
dung zur komplexen molekularen Tumordiag^sS. DaifS H^! ^ u 

Unter komplexer Tumordiagnostik werden die F?,?W , " d **, ° u g°nukleotide oder Polynukleotide 

kennung, die Ctodaeriffijte 25flj22t ' ^ derf «^ Phase systema^h,z.B S 

diums, die Prognose und die TherapieveTufSoDe £ Zuo^n^ 6 ^ f Seordnet, um eine eindeu- 

verstanden F womroue tige Zuordnung zu gewahrleisten oder sie sind auf der 

Anwendungsgebiete der Erfindung sind die Medizin Ztil uf* gebunden > * * durch Kniipfen 

und diepharmazeutische Industrie <n ^ 5-Phosphordiesterbindung, oder durch direkte 

Die sichere Diagnose von Tumoren in den vercehi* * • mem Ch,p - 

wen eme groBe Zahl von Wissenschaftlern beSK. Jfe b£ aS„ U ^ "T"'^ 6 Brfickenfunktionen 
Im Mittelpunkt solcher Arbeiten steht der Tumoral- ISLSSSZ ^ , gek 5,?P e ! sdn - Avidin bzw. 
weis mit Hilfe von Tumormarkern. Bekannr?Z^ ^treptavidin kovalent fiber Vernetzung an die Oberfia- 
marker die auch schon di^Shge™^ " re^eSeK.S °^ ^ °> ber Bruckenfunktionen 
sind p53 (ClinicaJ applications of the p53 tumor suppres £1 g de " We 1 durch Disulfidbindun- 
sor gene, Clin-Chim-Acta. 1995 Jun 15- 327 fl -2V n.» ,r ^ 

79-90) und pl6 (Alterations of the P 16 (MRl) gene t xen Tu^^ 8 ??™™ Mttd werden ^ ko ^- 
testiodar ovarian, and endometrialmal^mc iST-U 20 S2uS3S^^ Ven ^^*^ N ^ 
roL 1995 Nov; 154 (5): 1954- 7). M 20 ™? J 1 ™* f»* oder virale Nukleinsauren) aus Tu- 

Diagnosen auf der Basis von einzelnen Tumormar- KSSS^.^^^Mit. 
kern haben nur einen begrenzten Prognosewert wrilX ZfT ■ N " Ue,nsaure 311 «ne feste Phase gebunden 
nur for einen speziellen Tumor(b zw XESKSS A^SSl^V P ^ n ? r . markiert £i das an 
speafisch sind und dadurch d e gesamte KonEtSt « S? SSI ase ^ bun , d ? ne Hybridisierungsprodukt Qber 

der Diagnose liegt daher nur bei ca. 60%. 0enamg,ceit der J Er T mdun g das Mittel an der Festphase 

Die Erfindung hat das Ziel, die molekulare Tumordi- SSStJS.i ? ^?i? ,t markierten Nukleinsauren aus 

Aufpte tasteh. drf* eta Mtad und el Vertuhrnn „ * SiSaSffi" Stb ' , ° <le,I ■* *» muBer. 

durch seine Verwendung gemaB Anspruch 21 und den 2 der Nukleinsa «™ an minerali- 

Unteransprflchen 22-36 gelost ~n J T *VrnMtmiua, vorzugsweise nichtporose 

Das erfindungsgemaBe Mittel zur komnWon ^-Fartikel mit einer GroBe von kleiner 50 nm und 

kularen TumorSnosnk S^ShSfiSdSS: SrW gebundenen Nukleinsauren mit Puff" 
daB es mindestens 2 verschiedenc »o£(JSSSS5S ^ f kffl enthalten.isoliert 

Polynukleotide mit definierter Kom P fememS zuti 4 ° sauren ST ff' RNS ^ virale Nuklein - 
nem Tumormarkergen oder zu mehreren Tumo™£ hZfl uisbesondere aus nichtinvasiven verfug- 

kergenenenthait ™nreren lumormar- baren Ausgangsmaterialien gewonnen 

Vorzugsweise enthait es 2, 3 oder 4 bis 12 OKeonu- k^JL^^!^ von Veranderungen der Tumonnar- 

kleotide oder Polynukleotide, wobei die OKgondkfwti- « S ^^.^"'dungsgemaB Qber basenkomple- 

de oder Polynukleotide komplementar zu Xnor!u P - * ZbTlX^™ 8 ^ 0 ™ 311 fester Phase . 

pressoren sind, vorzugsweise komplementar zu^S !! . '° h ^^r ein Sequenzabschnitt des Tumor- 

genen Insbesondere komplementlzu den Tumo^ ffj ^ OHgonukleotid oder Polynuklec 

kergenen p53, Rb, pl6, cyclinDl, cdk4 Ki-r^ APC PhaSe befmden und dem jeweiHgen 

DCC, DPC4 bd-2, bax, PSA, H P V indrl oderlu i™ basenkomplementaren OBgonukleotid, Polynukleltid 

MT4-MMR^ -MMP, MT2-MMP, MT3-MMP oder ^ ^ der N ^ der Hybridisierungs . 

In einer bevorzugten Ausfuhrunesvariante dnrf m ; n reaJc ^ on au ch direkt fiber laserinduzierte Anregung ei- 

destens 2 verschiedene 0%oSeoti^e^ fo C ss ne ^ d f™f^ er « u ^ g 

kleotide mit definierter KompletnentaritattS einemT -aST • w ^ 0 ". ^ ann deshalb ta e vane S zenten Feld 

vorzugt mehreren, Tumorm^kergS aT etae fete teutnVel^S^ " ^ aeS struk turierten Ocht- 

Phase gebunden e weUe nleiters oder durch Oberfiachenplasmonenreso- 

Als feste Phase im Sinne der Erfindung kommt in mitteis ^ s elektroakustischen Transducers 

FragedieOberflacheeinesychtweSeftmodSeme^ ( S ^ ng ^ arz «hr SAW) stattfinden. 

Evaneszentfeld-Transducers (einschueB 5 ObeX dntS.JT'? "2* die Detektion mi «els 

chenplasmonenresonanz, SPPA die Oberfiache rinl w Hektrode oder Interdigital-Elektrode, vorzugs- 

Schwingquarzes eines elektroakustischen ^Oberflachen durch elektroaktive DNA-Binder 

schwinders jSAWX die Oberfiache eker ElektrSe S £ z^eoef oL?^^ 

ei setzt, die an die DNA binden oder Fluorochrome, die an 
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die DNA binden und mit den immobilisierten Nukleoti- 
den kovalent verknupft sind. 

Desweiteren kdnnen zur Detektion elektroaktive In- 
terkallatoren oder andere DNA-Binder eingesetzt wer- 
den, elektroaktive Interkallatoren oder andere DNA- 5 
Binder, die an die DNA binden und mit den immobili- 
sierten Nukleotiden kovalent verknupft sind oder die 
Detektion wird durch elektroaktive DNA-Binder ver- 
mittelt, die entweder zugegeben oder kovalent an die 
immobilisierten Nucleotide gebunden oder kovalent an 10 
die feste Phase gebunden werdea 

Mit der Erfindung werden ein Mittel und ein Verwen- 
dungsverfahren zur Verfugung gestellt, mit denen eine 
sehr prazise Diagnose der jeweiligen Tumorerkrankung 
mSglich ist Ein wesentlicher Vorteil besteht darin, daB 15 
jede Art von Tumorzellen erkannt und nachgewiesen 
werden kann. Dadurch kann eine optimale Therapie des 
jeweiligen Falles durchgefuhrt werden. 

Patentanspruche 20 

I. Mittel zur komplexen molekularen Tumordiag- 
nostik, dadurch gekennzeichnet, daB es minde- 
stens 2 verschiedene Oligonukleotide oder Polynu- 
kleotide mit definierter Komplementaritat zu Tu- 25 
mormarkergenen enthalt 

Z Mittel zur komplexen molekularen Tumordiag- 
nostik, dadurch gekennzeichnet, daB es mindestens 
2 verschiedene Oligonukleotide oder Polynukleoti- 
de mit definierter Komplementaritat zu mehreren 30 
Tumormarkergenen enthalt 

3. Mittel zur komplexen molekularen Tumordiag- 
nostik, dadurch gekennzeichnet, daB es mindestens 
2 verschiedene Oligonukleotide oder Polynukleoti- 
de mit definierter Komplementaritat zu einem Tu- 35 
mormarkergen enthalt 

4. Mittel nach Anspruch 1—3, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB es 2 Oligonukleotide oder Polynu- 
kleotide enthalt 

5. Mittel nach Anspruch 1—3, dadurch gekenn- 40 
zeichnet, daB es 3 Oligonukleotide oder Polynu- 
kleotide enthalt 

6. Mittel nach Anspruch 1—3, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB es 4 bis 12 Oligonukleotide oder Poly- 
nukleotide enthalt 45 

7. Mittel nach Anspruch 1—6, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Oligonukleotide oder Polynukleo- 
tide komplementar zu Tumorsuppressoren sind 

8. Mittel nach Anspruch 1—6, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Oligonukleotide oder Polynukleo- 50 
tide komplementar zu Onkogenen sind. 

9. Mittel nach Anspruch 1—6, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Oligonukleotide oder Polynukleo- 
tide komplementar zu den Tumormarkergenen 
p53, Rb, pl6, cyclinDl, cdk4, Ki-ras, APC, DCC, 55 
DPC4 bcl-2, bax, PSA, HpV, mdrl oder membran- 
gebundene humane Metallomatrixproteasen wie 
z.B. MT1-MMP, MT2-MMP, MT3-MMP oder 
MT4-MMP,sind. 

10. Mittel nach Anspruch 1—9, dadurch gekenn- 60 
zeichnet, daB die mindestens 2 verschiedenen Oli- 
gonukleotide oder Polynukleotide mit definierter 
Komplementaritat zu einem, bevorzugt mehreren, 
Tumormarkergenen an eine feste Phase gebunden 
sind. 65 

II. Mittel nach Anspruch 1 — 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die feste Phase die Oberflache eines 
Lichtwellenleiters oder eines Evaneszentfeld- 
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Transducers (einschlieBlich Oberflachenplasmo- 
nenresonanz, SPR) darstellt 
1Z Mittel nach Anspruch 1—10, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die feste Phase die Oberflache eines 
Schwingquarzes eines elektroakustischen Oberfia- 
chenschwinders (SAW) darstellt 

13. Mittel nach Anspruch 1—10, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die feste Phase die Oberflache einer 
Hektrode oder einer Interdigitalelektrode darstellt 

14. Mittel nach Anspruch 1—10, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die feste Phase aus einem Glas, 
Quarzglas, Silizium oder Siliziumoxid oder Gemi- 
schen davon, Tantaloxid, Gold, Platin oder einem 
anderen Edelmetall sowie Legierungen davon be- 
steht 

15. Mittel nach Anspruch 1—10, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die feste Phase aus einem Kunststoff 
wie Polystyrol oder Polycarbonat besteht 

16. -Mittel nach Anspruch 1 — 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die feste Phase die Form eines Micro- 
chips hat 

17. Mittel nach Anspruch 1 — 16, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Oligonukleotide auf der festen 
Phase systematisch, z. B. in Streifen oder Rechtek- 
ken, angeordnet sind, urn eine eindeutige Zuord- 
nung zu gewahrleisten. 

18. Mittel nach Anspruch 1 — 17, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Oligonukleotide oder Polynukleo- 
tide auf der festen Phase kovalent gebunden sind, 
z. B. durch Knfipfen einer 5'-Phosphordiesterbin- 
dung, oder durch direkte Synthese auf dem Chip. 

19. Mittel nach Anspruch 1 — 18, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Oligonukleotide oder Polynukleo- 
tide auf der festen Phase fiber irreversible Briicken- 
funktionen wie Biotin-Avidin gekoppelt, und dabei 
Avidin bzw. Streptavidin kovalent uber Vernet- 
zung an die Oberflache gekoppelt sind. 

20. Mittel nach Anspruch 1 — 19, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Oligonukleotide oder Polynukleo- 
tide auf der festen Phase fiber Bruckenfunktionen 
reversibel gebunden sind, z. B. durch Disulfidbin- 
dungen. 

21. Verwendung des Mittels nach Anspruch 1 — 10 
zur komplexen Tumordiagnostik, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das Mittel mit Nukleinsauren (DNS, 
RNS oder virale Nukleinsauren) aus Tumormateri- 
al inkubiert wird, wobei entweder das Mittel oder 
die Nukleinsaure an eine feste Phase gebunden und 
der jeweils andere Partner markiert ist, und das an 
die Festphase gebundene Hybridisierungsprodukt 
fiber die Markierung detektiert und quantifiziert 
wird. 

2Z Verwendung nach Anspruch 21, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das Mittel an der Festphase ge- 
bunden ist und mit markierten Nukleinsauren aus 
Tumormaterial inkubiert wird. 

23. Verwendung nach Anspruch 21, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Nukleinsauren aus Tumor- 
material an der Festphase gebunden werden und 
mit dem markierten Mittel inkubiert wird. 

24. Verwendung nach Anspruch 21—23, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Nukleinsauren aus Tumor- 
material durch Lyse dieser Zellen mit Losungen, die 
chaotrope Saize enthalten, oder mittels Proteinase 
K, Bindung der Nukleinsauren an mineralische Tra- 
germaterialien, vorzugsweise nichtporose 
SiOrPartikel mit einer GroBe von kleiner 50 nm 
und Elution der gebundenen Nukleinsauren mit 
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Puffern, die geringe Ionenstarken enthalten, isoliert 
werden. 

25. Verwendung nach Anspruch 1 und 24, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Nukleinsauren (DNS, RNS 
Oder virale Nukleinsauren) aus nichtinvasiven ver- 
fugbaren Ausgangsmaterialien gewonnen werden. 

26. Verwendung nach Anspruch 21-25, dadurch 
gekennzeichnet, daB der Nachweis von Verande- 
rungen der Tumormarkergene aber basenkomple- 
mentare Hybridisierungsreaktionen an fester Pha- 
se erfolgt, wobei sich entweder ein Sequenzab- 
schnitt des Tumormarkergens, das Oligonukleotid 
oder das PoIynukJeotid an fester Phase befinden 
und mit dem jeweiligen basenkomplementaren Oli- 
gonukleotid oder PoIynukJeotid bzw. dem Se- 15 
quenzabschnitt des Tumormarkergens inkubiert 
wird. 

27. Verwendung nach Anspruch 21-26, dadurch 
gekennzeichnet, daB der Nachweis der Hybridisie- 
rungsreaktion direkt uber laserinduzierte Anre- 20 
gung einer oder mehrerer Fluoreszenzsonden er- 
folgt 

28 Verwendung nach Anspruch 21-26, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Detektion im evaneszen- 
ten Feki eines Lichtwelienleiters oder eines struk- 25 
turierten Lichtwelienleiters oder durch Oberfla- 
chenplasmonenresonanz erfolgt 

29. Verwendung nach Anspruch 21-26, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Detektion mittels eines 
elektroakustischen Transducers (Schwingquarz 30 
oder SAW) erfolgt. 

30. Verwendung nach Anspruch 21-26, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Detektion mittels einer 
Elektrode oder Interdigitalelektrode, vorzugsweise 
unterstutzt durch elektroaktive DNA-Binder, er- 35 
folgt 

31 Verwendung nach Anspruch 21-26, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Detektion durch Fluoro- 
chrome vermittelt wird, die entweder zugegeben 
oder kovalent an die immobilisierten Oligonukleo- 40 
tide gebunden oder kovalent an die feste Phase 
gebunden werden. 

3Z Mittel nach Anspruch 21-26 und 31, dadurch 
gekennzeichnet, daB zur Detektion Fluorochrome 
eingesetzt werden, die an die DNA binden. 45 

33. Mittel nach Anspruch 21-26 und 31, dadurch 
gekennzeichnet, daB zur Detektion Fluorochrome 
eingesetzt werden, die an die DNA binden und mit 
den immobilisierten Oligonukleotiden kovalent 
verknQpftsind. 

34. Mittel nach Anspruch 21 -26, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB zur Detektion elektroaktive Interkal- 
latoren oder andere DNA-Binder eingesetzt wer- 
den. 

35. Mittel nach Anspruch 21-26, dadurch gekenn- 55 
zeichnet, daB zur Detektion elektroaktive Interkal- 
latoren oder andere DNA-Binder eingesetzt wer- 
den, die an die DNA binden und mit den immobili- 
sierten Oligonukleotiden kovalent verknupft sind 

36. Verwendung nach Anspruch 21-26, dadurch 6 o 
gekennzeichnet, daB die Detektion durch elektro- 
aktive DNA-Binder vermittelt wird, die entweder 
zugegeben oder kovalent an die immobilisierten 
Ougonukleotide gebunden oder kovalent an die fe- 
ste Phase gebunden werden. ^ 



